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徴とする常染色体劣性の遺伝形式を示す極めてまれな骨系統疾患である。 1995年に linkage analysis により、本疾
患の原因遺伝子が染色体の lq21の位置にあることが報告され、続いて 1996年には、本疾患が破骨細胞に特異的に発
現しているシステインプロテアーゼであるカテプシン K (CK) 遺伝子の変異によるものであることが報告された。
我々は本邦における 4 例の pycnodysostosis 患者に対し CK 遺伝子の解析を行い、発見した新しい異常遺伝子につ
いて細胞生物学的機能解析を行った。
【方法】
典型な表現型を示す pycnodysostosis 4 症例について、患者末梢血から genomic DNA を抽出し、カテプシンK遺
伝子の塩基配列を決定した。症例 4 については家族の解析も行った。同時に、コントロールとして正常80例について
も解析を行った。新しいタイプの遺伝子異常を示した症例 4 においては、骨折部の仮骨および骨髄血より誘導した破
骨細胞様細胞より RNA を抽出し、これらの RNA より RT-PCR 法により CK c-DNA を得て、塩基配列を決定
した。
この症例 4 由来の変異を持つ CK-cDNA より PCR 法をもちいた点変異導入により正常 CK-cDNA を得て、両
者に FLAG epitope tag をつけ、発現ベクター pcDNA3.1に組み込んだ。これらを cos- 7 細胞に強制発現させ、
CKm-RNA 発現を RT-PCR 法により解析し、 CK 蛋白発現を抗 FLAG 抗体を用いた免疫染色およびウエスタン
プロッティングにより解析した。
【成績】
遺伝子解析を行った 4 例全例にカテプシン K遺伝子変異を認めた。症例 l では、ヌクレオチド935番の C がTへ変
異しており、アミノ酸277番のアラニン (GCG) がパリン (GTG) へと変異していた。症例 2 と 3 では、ヌクレオチ
ド531番の Tが欠失しており、そこからフレームシフト変異がおこり、 160番目のコドンがストップコドンとなってい
た。症例 4 では、ヌクレオチド131番の C の Tへの変異がみられた。これはシグナルペプチド部分の 9 番のロイシン
(CCA) のプロリン (CTA) への変異にあたる o 両親は変異型と正常型の heterozygous であり、妹は、正常型の ho­
mozygous であった。正常80例では、この変異は認められなかった。患者 CK-cDNA、正常 CK-cDNA 導入細胞
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では、 m-RNA の発現はいずれも認められたが、蛋白の発現は、正常カテプシン K導入細胞では免疫染色により細
胞質に認められたが、患者 CK-cDNA 導入細胞では発現が認められなかった。ウエスタンプロッテイングにて、患
者 CK-cDNA を導入した細胞では、正常 CK-cDNA を導入した細胞に比べ蛋自発現は著しく減少していた。
【総括】
解析した 4 例は、それぞれカテプシン K遺伝子の異なる部位の異常を示したが、すべて臨床的には pycunody­
sostosis の典型例であった。この結果は、カテプシン Kが pycnodysostosis の原因遺伝子であることを裏付けるもの
である。症例 1 は、過去に報告のある遺伝子異常であったが、症例 2 、 3 及び 4 は、今まで報告のない、新規の遺伝
子異常であった。特に、症例 4 は、今まで全く報告のないカテプシンK のシグナルペプチド遺伝子の異常であった。
COS7 を用いた強制発現実験により、症例 4 でみられたシグナルペプチド部分の遺伝子異常によりカテプシン K
の m-RNA が発現されても、蛋白産生が障害されることが証明された。これは、シグナルペプチドの疎水性塩基配






Pycnodysostosis C濃化異骨症)患者の遺伝子解析が初めて行われ、 3 つの異なる遺伝子異常が同定され、そのうち
2 つは新規の遺伝子異常であった。この結果は、濃化異骨症 CPycnodysostosis) が、遺伝学的に homogeneous な
疾患であることを裏付けるものであった。
また、シグナルペプチド部分の hydrophobic core 部分にミスセンス変異を示した 1 例においては、培養細胞を用
いた遺伝子導入実験が行われ、この変異が生じることにより m-RNA が合成されても蛋白合成が障害されることが
証明された。
シグナルペプチド部分の遺伝子変異により起こった疾患の報告は数少なく、本研究により、シグナルペプチドの構
造、機能を知るうえで、新たな知見が示されたといえる。
以上のことから、本研究は学位の授与に値すると考えられる。
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